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Določanje koncentracije antikoagulanta v epruvetah za vakuumski odvzem krvi 
 
 
Povzetek: Raztopine natrijevih soli citronske kisline in/ali puferne raztopine natrijevega 
citrata (kombinacija citronske kisline in njenih natrijevih soli) so v kliničnih 
laboratorijih pogosto uporabljene raztopine, ki inhibirajo strjevanje krvi. Citratni pufer 
(antikoagulant) v koagulacijskih epruvetah za vakuumski odvzem krvi, tako sestavljajo 
različne oblike citrata, ki otežujejo njegovo določanje. V okviru magistrskega dela smo 
optimizirali postopek za določanje skupne koncentracije citratnih oblik v vodnih 
raztopinah in spremljali kakovost izbranih vakuumiranih epruvet v času roka njihove 
uporabnosti. Ustreznost vakuumiranih epruvet smo preverjali z dvema parametroma in 
sicer z določanjem vsesanega volumna epruvet in določanjem koncentracije citrata 
(antikoagulanta) v njih. Vsesani volumen ovrednotenih epruvet je v času roka trajanja 
njihove uporabnosti ustrezal specifikacijam in ni presegel ± 10 % predpisane vrednosti. 
Po pričakovanjih je vsesani volumen vakuumiranih epruvet tekom njihovega 
vrednotenja postopno padal, kar pripisujemo zmanjševanju podtlaka v epruvetah. V 
skladu s pričakovanji smo ob padcu vsesanega volumna epruvet opazili naraščanje 
koncentracije antikoagulanta. 
 
Ključne besede: določanje koncentracije antikoagulanta, epruvete za vakuumski 
odvzem krvi, natrijev citrat 
 
  
 
 
  
 
 
Determining anticoagulant concentration in evacuated blood collection tubes 
 
 
Abstract: Solutions of citric acid sodium salts and/or sodium citrate buffer solutions 
(combination of citric acid and its sodium salts) are often used in clinical laboratories as 
solutions that inhibit coagulation of blood. Citrate buffer (anticoagulant) in evacuated 
blood collection tubes consists of different forms of citrate. The determination of citrate 
is therefore difficult. In this work we optimized the method for the determination of the 
total concentration of citrate species in aqueous solutions and monitored the quality of 
selected evacuated blood collection tubes during their shelf life. The suitability of the 
evacuated blood collection tubes was determined by evaluating two parameters, the 
draw volume measurement and the determination of the citrate (anticoagulant) 
concentration. The draw volume of evaluated tubes did not exceed ± 10 % of the 
indicated value during their shelf life and thus met the specifications. As expected, the 
draw volume of the evacuated blood collection tubes decreased gradually during their 
evaluation due to the reduction of the vacuum in the tubes. An increase in the 
anticoagulant concentration was observed as the draw volume of the tubes decreased. 
 
Keywords: determining anticoagulant concentration, evacuated blood collection tubes, 
sodium citrate 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
 
 
pKa negativni desetiški logaritem disociacijske konstante kisline 
PV predpisana vrednost 
CK citronska kislina 
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1 Uvod 
 
Epruvete za vakuumski odvzem krvi vsebujejo točno določen podtlak, ki določa 
volumen vsesane krvi in koncentracijo antikoagulanta, ki preprečuje strjevanje le-te. 
Epruvete, ki so zaprte z barvno kodiranimi zamaški, se med seboj lahko razlikujejo v 
vsesanem volumnu, vrsti antikoagulanta (npr. EDTA, heparin, natrijev citrat) in 
mešalnem razmerju med antikoagulantom in vsesano krvjo [1, 2]. Magistrsko delo se 
osredotoča na vrednotenje kakovosti vakuumiranih epruvet, v katerih je kot 
antikoagulacijsko sredstvo zastopan natrijev citrat (v nadaljevanju citrat). 
 
 
1.1 Citronska kislina 
 
Citronska kislina (C6H8O7) je triprotonska kislina (pKa = 3,13, 4,76 in 6,40) z 
molekulsko maso 192,1 g/mol. Oblika, v kateri je citronska kislina zastopana v vodnih 
raztopinah, je odvisna od pH vrednosti (glej sliko 1). V močno bazičnih raztopinah 
lahko govorimo o četrti konstanti disociacije (pKa = 13,0), ki jo pripisujemo 
deprotonaciji hidroksilne skupine, vezane na centralni ogljikov atom [3, 4, 5]. 
 
 
 
Slika 1: Ravnotežne oblike citronske kisline v odvisnosti od pH vrednosti vodnih 
raztopin [3]. 
 
Citronska kislina je v epruvetah za vakuumski odvzem krvi večinsko zastopana v obliki 
trinatrijevega citrata dihidrata (Na3C6H5O7 x 2H2O) z molekulsko maso 294,1 g/mol, ki 
z vezavo Ca
2+
 ionov preprečuje strjevanje krvi [1, 4]. 
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1.2 Epruvete za vakuumski odvzem krvi 
 
Običajni koncentraciji citrata v epruvetah za vakuumski odvzem krvi sta 0,109 mol/L 
(3,2 % raztopina) in 0,129 mol/L (3,8 % raztopina). Mešalno razmerje za uspešno 
preprečevanje koagulacije krvi je en del raztopine citrata na devet delov krvi oziroma v 
primeru epruvet za merjenje hitrosti sedimentacije krvi (ESR epruvete) en del raztopine 
citrata na štiri dele krvi. Teoretične koncentracije citrata v vakuumiranih epruvetah po 
vsesanem volumnu podaja tabela 1. S krepkim tiskom sta označeni najnižja in najvišja 
koncentracija [1, 6, 7]. 
 
Tabela 1: Koncentracije citrata v epruvetah za vakuumski odvzem krvi. 
nazivna koncentracija 
koagulacijske epruvete 
(mešalno razmerje 1 : 9) 
ESR epruvete 
(mešalno razmerje 1 : 4) 
109 mmol/L 10,9 mmol/L 21,8 mmol/L 
129 mmol/L 12,9 mmol/L 25,8 mmol/L 
 
Aditive (antikoagulante) za epruvete za vakuumski odvzem krvi opredeljuje NCCLS 
dokument H1-A5 Tubes and Additives for Venous Blood Specimen Collection; 
Approved Standard – Fifth Edition [1]. Vsesani volumen vakuumiranih epruvet, po 
specifikacijah podanih v omenjenem dokumentu, ob njihovi izdelavi ne sme presegati 
10 % predpisane vrednosti (PV) in do konca roka uporabnosti epruvet ne sme pasti pod 
10 % PV. Zaradi neposrednega vpliva kakovosti vakuumiranih epruvet na rezultate 
kliničnih preiskav je pomembno, da epruvete ustrezajo predpisanim standardom. Z 
uporabo kakovostnega laboratorijskega materiala lahko učinkovito zmanjšamo napake, 
ki se pojavijo v predanalitični fazi in tako poskrbimo za zanesljive in verodostojne 
rezultate [1, 2, 8]. 
 
 
1.3 Določanje koncentracije citrata 
 
Temelje za razvoj metode, ki bi omogočala hitro določanje koncentracije citrata v 
epruvetah za vakuumski odvzem krvi, je v svojem magistrskem delu z naslovom 
Metode za določanje koncentracije antikoagulanta postavila Mojca Vene [9]. Metoda 
naj bi temeljila na spektrometričnih in pH meritvah, njena omejitev pa se kaže v 
spreminjanju absorpcijskih spektrov v odvisnosti od pH vrednosti raztopin. V 
nadaljevanju opisujemo postopek, ki odpravlja pomanjkljivosti metode in omogoča 
enostavno določanje skupne koncentracije citratnih oblik v vodnih raztopinah. 
 
Vodne raztopine citronske kisline in njenih soli absorbirajo svetlobo v srednjem UV 
območju, vendar direktne spektroskopske metode zaradi širokega absorpcijskega vrha 
blizu spodnje meje zaznavne valovne dolžine običajnih spektrometrov ne uporabljamo 
pogosto. Omenjeni problem smo odpravili s pomočjo analizne metode, povzete po delu 
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Convenient UV-spectrophotometric determination of citrates in aqueous solutions with 
applications in the pharmaceutical analysis of oral electrolyte formulations [3]. Metoda 
temelji na merjenju absorbance citronske kisline v prisotnosti klorovodikove kisline  
(pH < 1), pri čemer se izognemo kompleksni analizi različnih oblik citrata 
(H3Cit, H2Cit
-
, HCit
2-
 in Cit
3-
). Dodatek klorovodikove kisline obenem močno spremeni 
položaj in obliko absorpcijskih vrhov (glej sliko 2). V UV spektru dobimo 
razpoznavnejši in intenzivnejši absorpcijski maksimum, ki se pomakne k nekoliko 
višjim valovnim dolžinam [3, 10]. 
 
 
 
Slika 2: UV spektri vodnih raztopin citronske kisline (A) in trinatrijevega citrata (B) v 
koncentracijskem območju med 0,25 in 5,0 mmol/L. A1 in B1 – brez dodatka HCl, A2 
in B2 – z dodatkom HCl (pH < 1). Povzeto po referenci [3]. 
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1.4 Vrednotenje epruvet 
 
Poleg spektrometričnega določanja skupne koncentracije citratnih oblik v vakuumiranih 
epruvetah smo v času roka uporabnosti epruvet določali tudi vsesani volumen le-teh. S 
pomočjo postopkov opisanih v Evacuated blood-collection tubes for haematological 
tests – a quality evaluation prior to their intended use for specimen collection [11] in 
Pre-Analytical Within-Laboratory Evacuated Blood-Collection Tube Quality 
Evaluation [12], smo določili notranji in vsesani volumen epruvet. Laboratorijski pogoji 
(temperatura in tlak) so se v času izvajanja meritev razlikovali od standardnih pogojev, 
ki jih predpisujejo smernice za vrednotenje vsesanega volumna vakuumiranih epruvet, 
zato smo rezultate ustrezno korigirali. 
 
 
1.5 Merilna negotovost 
 
Merilna negotovost je parameter s pomočjo katerega zagotavljamo verodostojnost 
rezultatov meritev in obenem označuje območje, v katerem se z določeno stopnjo 
verjetnosti nahaja prava vrednost merjene veličine. Razlikujemo med standardno 
negotovostjo (negotovost izražena kot standardni odmik), združeno (kombinirano) 
standardno negotovostjo in razširjeno merilno negotovostjo. Združeno merilno 
negotovost dobimo z združitvijo posameznih prispevkov k merilni negotovosti ob 
upoštevanju matematičnih pravil za njihovo seštevanje in odštevanje oziroma množenje 
in deljenje (angl. law of propagation of uncertainty). Za podajanje rezultatov v analizni 
kemiji običajno uporabljamo razširjeno merilno negotovost, ki podaja interval, v 
katerem se z določeno stopnjo zaupanja (npr. 95 %) nahaja naš rezultat. Razširjeno 
merilno negotovost dobimo z množenjem združene merilne negotovosti s faktorjem 
pokritja  . Izbira faktorja pokritja   je odvisna od želene stopnje zaupanja (za 95 % 
stopnjo zaupanja velja    ) [13]. 
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2 Namen dela 
 
Namen magistrskega dela je spremljanje kakovosti koagulacijskih epruvet za 
vakuumski odvzem krvi v času roka njihove uporabnosti. S tem ciljem v delu 
predstavljamo hitro in enostavno metodo za določanje skupne koncentracije citratnih 
oblik v vodnih raztopinah, ki smo jo preverili in ovrednotili v povezavi z že prej 
razvitimi tehnikami za določanje vsesanega volumna vakuumiranih epruvet [3, 11, 12]. 
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3 Eksperimentalni del 
 
3.1 Kemikalije 
 
Pri delu smo uporabili naslednje kemikalije: 
– citronska kislina, C6H8O7 (M = 192,124 g/mol, w = 0,998), CAS: 77-92-9, 
Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA, 
– trinatrijev citrat dihidrat, Na3C6H5O7 x 2H2O (M = 294,10 g/mol, w = 1,000), 
CAS: 6132-04-3, Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA, 
– 37 % HCl (M = 36,46 g/mol), CAS: 7647-01-0, Gram Mol, Zagreb, Hrvaška. 
 
Za pripravo vseh raztopin smo uporabili dvakrat deionizirano vodo, dodatno prečiščeno 
po Milli-Q sistemu (Millipore, Billerica, MA, USA). V nadaljevanju Milli-Q voda. 
 
 
3.2 Raztopine in reagenti 
 
0,14 mol/L HCl 
2000 mL volumetrično steklenico smo napolnili z Milli-Q vodo do približno dveh 
tretjin nazivnega volumna. S 25 mL merilno pipeto smo v volumetrično steklenico 
prenesli 23 mL konc. HCl (37 %) in počakali, da se je raztopina ohladila na sobno 
temperaturo. Raztopino smo nato dopolnili z Milli-Q vodo do oznake volumna in dobro 
premešali. 
 
Kalibracijske raztopine citronske kisline za izdelavo umeritvene premice 
V volumetrično bučko smo kvantitativno prenesli predpisano količino citronske kisline, 
ki je ustrezala želeni primarni koncentraciji (glej tabelo 2). Citronsko kislino smo 
raztopili v Milli-Q vodi, raztopino dopolnili z istim topilom do oznake volumna in 
dobro premešali. 5 mL tako pripravljene raztopine smo s 5 mL polnilno pipeto prenesli 
v 50 mL volumetrično bučko, raztopino dopolnili do oznake volumna z 0,14 mol/L HCl 
in dobro premešali. 
 
Tabela 2: Teoretične natehte in koncentracije kalibracijskih raztopin citronske kisline za 
izdelavo umeritvene premice. 
m (citronska 
kislina) [mg] 
V (bučke) 
[mL] 
primarna 
koncentracija 
[mmol/L] 
merjena koncentracija 
(redčenje 1:10) [mmol/L] 
192,5 200 5 0,5 
192,5 100 10 1,0 
192,5 50 20 2,0 
288,8 50 30 3,0 
385,0 50 40 4,0 
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Kalibracijske raztopine trinatrijevega citrata dihidrata za izdelavo umeritvene 
premice 
V volumetrično bučko smo kvantitativno prenesli predpisano količino trinatrijevega 
citrata dihidrata, ki je ustrezal želeni primarni koncentraciji (glej tabelo 3). Trinatrijev 
citrat dihidrat smo raztopili v Milli-Q vodi, raztopino dopolnili z istim topilom do 
oznake volumna in dobro premešali. 5 mL tako pripravljene raztopine smo s 5 mL 
polnilno pipeto prenesli v 50 mL volumetrično bučko, raztopino dopolnili do oznake 
volumna z 0,14 mol/L HCl in dobro premešali. 
 
Tabela 3: Teoretične natehte in koncentracije kalibracijskih raztopin trinatrijevega 
citrata dihidrata za izdelavo umeritvene premice. 
m (trinatrijev citrat 
dihidrat) [mg] 
V (bučke) 
[mL] 
primarna 
koncentracija 
[mmol/L] 
merjena koncentracija 
(redčenje 1:10) [mmol/L] 
294,1 200 5 0,5 
294,1 100 10 1,0 
294,1 50 20 2,0 
441,2 50 30 3,0 
588,2 50 40 4,0 
 
200 mmol/L citronska kislina 
V 50 mL volumetrično bučko smo kvantitativno prenesli 1,925 g citronske kisline in jo 
raztopili v Milli-Q vodi. Raztopino smo dopolnili z istim topilom do oznake volumna in 
dobro premešali. 
 
Kombinirane raztopine citrata in citronske kisline 
Na podlagi predpostavke, da bodo raztopine v vakuumiranih epruvetah vsebovale 
predvsem citrat in majhen ali celo ničelni delež citronske kisline, smo pripravili 
ustrezne kombinirane raztopine v koncentracijah 10 mmol/L in 30 mmol/L. Teoretični 
postopki priprave kombiniranih raztopin so podani v tabeli 4. 
 
Tabela 4: Teoretične natehte in koncentracije kombiniranih raztopin. 
primarna 
koncentracija 
kombinirana 
raztopina 
V (bučke) [mL] 
m (trinatrijev 
citrat dihidrat) 
[mg] 
V (200 mmol/L 
citronska 
kislina) [μL] 
10 mmol/L 
citrat + 1/50 CK 100 288,2 100 
citrat + 1/10 CK 100 264,7 500 
citrat + 1/5 CK 100 235,3 1000 
30 mmol/L 
citrat + 1/50 CK 50 432,3 150 
citrat + 1/10 CK 50 397,0 750 
citrat + 1/5 CK 50 352,9 1500 
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Zaradi preglednosti smo razmerja kombiniranih raztopin pisali z okrajšavo CK 
(citronska kislina), sam zapis pa potrebuje še dodatno razlago. Kombinirana raztopina 
citrat + 1/10 CK označuje raztopino, v kateri 9/10 celotne množine predstavlja 
trinatrijev citrat dihidrat in 1/10 celotne množine citronska kislina. Za pripravo 
10 mmol/L kombinirane raztopine citrat + 1/10 CK smo v 100 mL volumetrično bučko 
kvantitativno prenesli 264,7 mg trinatrijevega citrata dihidrata, sol raztopili v Milli-Q 
vodi, z mikropipeto dodali 500 μL 200 mmol/L citronske kisline, raztopino dopolnili do 
oznake volumna z Milli-Q vodo in dobro premešali. 1 mL tako pripravljene raztopine 
smo z mikropipeto prenesli v 10 mL volumetrično bučko, raztopino dopolnili do oznake 
volumna z 0,14 mol/L HCl in dobro premešali. Razlog za majhno redčitev se skriva v 
majhnih vsesanih volumnih določenih vakuumiranih epruvet in posledično omejeni 
količini vzorcev. Natehte in koncentracije pripravljenih kombiniranih raztopin podaja 
tabela 5. 
 
Tabela 5: Natehte in koncentracije pripravljenih kombiniranih raztopin. 
kombinirana 
raztopina 
V (bučke) [mL] 
m (trinatrijev 
citrat dihidrat) 
[mg] 
V (200 mmol/L 
citronska 
kislina) [μL] 
primarna 
koncentracija 
[mmol/L] 
citrat + 1/50 CK 
(10 mmol/L) 
100 288,4 100 10,0062 
citrat + 1/10 CK 
(10 mmol/L) 
100 264,5 500 9,9935 
citrat + 1/5 CK 
(10mmol/L) 
100 234,9 1000 9,9870 
citrat + 1/50 CK 
(30 mmol/L) 
50 431,5 150 29,9437 
citrat + 1/10 CK 
(30 mmol/L) 
50 396,2 750 29,9431 
citrat + 1/5 CK 
(30 mmol/L) 
50 352,6 1500 29,9780 
 
 
3.3 Postopki 
 
3.3.1 Preverjanje ustreznosti metode za določanje koncentracije citrata 
 
Ustreznost metode smo preverili s pripravo umeritvene krivulje (premice), ki v 
splošnem podaja zvezo med odzivom/signalom instrumenta in koncentracijo analita. 
Umeritvena premica je bila narejena v koncentracijskem območju z linearnim odzivom 
instrumenta (0,5 – 4,0 mmol/L), zato lahko enačbo umeritvene premice zapišemo kot 
linearno funkcijo: 
 
           (1) 
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kjer   predstavlja absorbanco,   začetno vrednost (odsek na ordinatni osi),   naklon 
umeritvene premice in   množinsko koncentracijo analita [14]. Postopek izdelave 
umeritvene premice se je začel s pripravo kalibracijskih (standardnih) raztopin citronske 
kisline in trinatrijevega citrata dihidrata v koncentracijskem območju med 5 in 
40 mmol/L. Pripravljenim kalibracijskim raztopinam smo izmerili absorbance in 
pridobljene podatke statistično ovrednotili. V računalniškem programu Microsoft Office 
Excel smo izvedli regresijsko analizo, narisali x-y graf odvisnosti absorbance od 
koncentracije kalibracijskih raztopin in graf ostankov (angl. »Residual Plot«) ter 
določili enačbi obeh umeritvenih premic. Iz enačb umeritvenih premic smo v 
nadaljevanju izračunali koncentracije pripravljenih kombiniranih raztopin in določili 
njihove merilne negotovosti. 
 
3.3.2 Vrednotenje epruvet 
 
Vrednotenje epruvet je potekalo med 14.11.2019 in 9.6.2020. Datumi vrednotenja 
epruvet so bili prvotno določeni tako, da smo število dni do izteka roka uporabnosti od 
začetka vrednotenja posameznih epruvet razdelili na pet delov in jih poskušali v skladu 
s koledarjem enakomerno razporediti. Časovni obseg vrednotenja epruvet smo zaradi 
epidemije COVID-19 v nadaljevanju dela nekoliko skrajšali oziroma prilagodili. 
Vrednotenje epruvet je potekalo na osmih serijah koagulacijskih epruvet z mešalnim 
razmerjem med raztopino citrata in krvjo (oziroma vodo) 1 : 9. Epruvete različnih 
proizvajalcev (Becton, Dickinson and Company, Greiner Bio-One GmbH in 
Laboratorijska tehnika Burnik, d.o.o.) so bile naročene preko dobavitelja Sanolabor, 
d.d. (glej sliko 3). 
 
 
 
Slika 3: Epruvete za vakuumski odvzem krvi (Foto: osebni arhiv). 
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Zaradi varovanja podatkov smo epruvetam različnih proizvajalcev dodelili naključno 
izbrano črkovno oznako A, B oziroma C. Poleg črkovne oznake je bila epruvetam 
dodeljena tudi številčna oznaka, ki predstavlja teoretični vsesani volumen epruvete v 
mL. Oznaka epruvete C_2-7 tako pomeni, da gre za epruveto proizvajalca C z nazivnim 
vsesanim volumnom 2,7 mL. Seznam epruvet podaja tabela 6. 
 
Tabela 6: Seznam epruvet. 
oznaka epruvete 
teoretična 
koncentracija citrata 
[mmol/L] 
rok uporabnosti 
število dni do izteka 
roka uporabnosti od 
začetka vrednotenja 
A_2-0_NR 109 12.1.2020 59 
A_2-0 109 24.7.2020 253 
B_1-8 109 31.5.2020 199 
B_3-6 129 30.6.2020 229 
C_1-8 109 31.1.2020 78 
C_2-7 109 31.3.2020 138 
C_4-5_105 105 30.11.2020 382 
C_4-5_129 129 31.1.2021 391* 
*Z vrednotenjem epruvet C_4-5_129 smo začeli 6.1.2020. 
 
Proizvajalec A ponuja dva tipa epruvet s teoretičnim vsesanim volumnom 2,0 mL, ki se 
med seboj razlikujeta v načinu zapiranja zamaška. Zamašek epruvet A_2-0 se zapira s 
pomočjo navoja, kratica NR (angl. »non-ridged«) v oznaki epruvet A_2-0_NR pa 
pomeni, da gre za epruvete brez navoja. Epruvete C_4-5_105 in C_4-5_129 se med 
seboj razlikujejo v koncentraciji citrata. Koncentracija citrata v epruvetah C_4-5_105 
znaša 105 mmol/L, v epruvetah z oznako C_4-5_129 pa je koncentracija citrata enaka 
129 mmol/L. Pred začetkom vrednotenja smo epruvete v vsaki seriji oštevilčili s 
številkami od 1 do 100 in jih v času vrednotenja epruvet naključno izbirali. 
 
Določanje vsesanega volumna vakuumiranih epruvet 
Postopek določanja vsesanega volumna vakuumiranih epruvet smo prevzeli po delu 
Evacuated blood-collection tubes for haematological tests – a quality evaluation prior 
to their intended use for specimen collection [11]. Določanje vsesanega volumna 
vakuumiranih epruvet je potekalo s pomočjo 5 mL birete po Bangu. Bireta je bila 
napolnjena z Milli-Q vodo in preko silikonske cevke povezana s »PrecisionGlide« iglo. 
Meniskus vode v bireti smo pred posamezno meritvijo uravnali na vrednost nič, s 
»PrecisionGlide« iglo prebodli zamašek epruvete in epruveto dvignili na ustrezno 
višino, pri kateri sta bili višini tekočin v epruveti in bireti izenačeni. Epruveto smo med 
meritvijo držali za zamašek in z roko sledili padajočemu nivoju tekočine v bireti. Z 
opisanim načinom dela smo poskušali omejiti segrevanje epruvet in zmanjšati vpliv 
hidrostatičnega tlaka na rezultat meritev. Ko je bila posamezna epruveta ustrezno 
napolnjena, smo odčitali spremembo volumna v bireti in epruveto desetkrat obrnili ter 
pri tem pazili, da se je raztopina dobro premešala. V nadaljevanju smo 1 mL raztopine 
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vzorca z mikropipeto prenesli v 10 mL volumetrično bučko, raztopino dopolnili do 
oznake volumna z 0,14 mol/L HCl in dobro premešali. Tako pripravljene raztopine smo 
vrednotili spektrometrično v UV območju. V času vrednotenja epruvet smo beležili 
temperaturo zraka v laboratoriju in od Agencije Republike Slovenije za okolje pridobili 
podatke o nereduciranem zračnem tlaku v Ljubljani. 
 
V sklopu določanja vsesanega volumna vakuumiranih epruvet smo določili tudi notranji 
volumen epruvet, ki predstavlja razliko v masi epruvete, ki je bila v celoti napolnjena z 
Milli-Q vodo, in masi prazne (suhe) epruvete. Določanje notranjega volumna epruvet 
smo izvedli v dveh dneh. Deset epruvet vsake serije smo prvi dan določanja izpraznili, 
ustrezno očistili in pustili, da se posušijo. Drugi dan določanja smo prazne in suhe 
epruvete stehtali, nato pa jih napolnili z Milli-Q vodo in ponovno stehtali. 
 
Spektrometrično vrednotenje 
Spektrometrično vrednotenje je potekalo na spektrometru Varian Cary 50 UV/Vis, 
povezanim z računalniškim programom Scan. Program omogoča merjenje pri različnih 
hitrostih snemanja (glej tabelo 7). Zaradi majhnega števila meritev in ozkega območja 
snemanja (190 – 280 nm) smo se odločili za hitrost snemanja (angl. »Scan Rate«) 
60 nm/min, s korakom valovne dolžine (angl. »Data Interval«) 0,5 nm in časom 
snemanja (angl. »Average Time«) 0,5 s. To je najpočasnejša hitrost snemanja, brez 
poljubnega nastavljanja parametrov, ki nam jo računalniški program Scan še omogoča. 
Rezultat meritev je tako podroben in zglajen spekter, ki ga sestavlja veliko število 
merilnih točk. Pripravljene kalibracijske raztopine, kombinirane raztopine citrata in 
citronske kisline ter raztopine vzorcev smo vrednotili v 1 cm kvarčni kiveti pri 
absorpcijskem maksimumu 210 nm. Položaj (valovno dolžino) absorpcijskega vrha smo 
določili na podlagi spektrov kalibracijskih raztopin, ki smo jih posneli v območju med 
280 in 190 nm. Transmitanco smo merili proti slepi raztopini (5 mL Milli-Q vode / 
50 mL 0,14 mol/L HCl). V času vrednotenja epruvet smo dnevno pripravljali sveže 
kalibracijske raztopine in stabilnost meritev preverjali z vmesnimi meritvami le-teh. 
Absorbance kalibracijskih raztopin se med seboj, znotraj posameznega dne, nikoli niso 
razlikovale za več kot 2 %. 
 
Tabela 7: Različne hitrosti snemanja spektrov v računalniškem programu Scan. 
hitrost snemanja [nm/min] dolžina intervala [nm] čas snemanja [s] 
60 0,5 0,5 
300 0,5 0,1 
600 1 0,1 
4800 1 0,0125 
9600 2 0,0125 
24000 5 0,0125 
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Zaradi popačenosti spektra epruvet C_1-8 (dvig bazne linije v območju med 250 in 
280 nm) je UV vrednotenje od vključno 2.12.2019 do zaključka vrednotenja epruvet 
potekalo v območju med 190 in 500 nm s hitrostjo snemanja 300 nm/min. 
 
Določanje koncentracije antikoagulanta z dodatkom nazivnega volumna vode 
Dejansko koncentracijo antikoagulanta v vakuumiranih epruvetah smo določili z 
dodatkom nazivnega volumna vode. V epruvete smo z avtomatsko pipeto 
(500-5000 μL) dodali volumen Milli-Q vode, ki je ustrezal nazivnemu vsesanemu 
volumnu epruvet, vzorce redčili po ustaljenem postopku in raztopine spektrometrično 
vrednotili. 
 
Določanje izkoristka 
Za določanje izkoristka (angl. recovery) smo pripravili dva seta raztopin z desetimi 
paralelkami. Pri pripravi prvega seta raztopin smo namesto 1000 μL (1 mL) vzorca pri 
redčenju odpipetirali le 750 μL vzorca, dodali 250 μL Milli-Q vode in raztopino 
dopolnili do oznake volumna z 0,14 mol/L HCl. Redčenje drugega seta raztopin je 
potekalo z dodatkom 750 μL vzorca in 250 μL standardne raztopine trinatrijevega 
citrata dihidrata s koncentracijo 30 mmol/L. Z dodatkom standarda, ki ni bil uporabljen 
za izdelavo umeritvene premice, smo koncentracijo drugega seta raztopin zvišali za 
0,75 mmol/L. Oba seta raztopin smo spektrometrično vrednotili in izkoristek določili 
kot: 
 
                  
   č                
        
     
      
        (2) 
 
kjer    predstavlja povprečno koncentracijo desetih meritev drugega seta raztopin,    
povprečno koncentracijo desetih meritev prvega seta raztopin in        teoretično 
koncentracijo 250 μL 30 mmol/L standardne raztopine trinatrijevega citrata dihidrata. 
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3.4 Aparature in pribor 
 
Pri delu smo uporabili: 
– spektrometer Varian Cary 50 UV/Vis, Agilent Technologies, Santa Clara, ZDA, 
– analizno tehtnico ALS 220-4N, Kern & Sohn, Balingen, Nemčija, 
– bireto po Bangu BlauBrand, 5 ± 0,01 mL, AS, Duran, Wertheim, Nemčija, 
– 1 cm kvarčno kiveto, Starna Scientific, Hainault, Združeno kraljestvo, 
– volumetrično steklenico BlauBrand, 2000 ± 0,6 mL, A, Duran, Wertheim, 
Nemčija, 
– volumetrične bučke BlauBrand, 200 ± 0,3 mL, B, Duran, Wertheim, Nemčija, 
– volumetrične bučke BlauBrand, 100 ± 0,2 mL, B, Duran, Wertheim, Nemčija, 
– volumetrične bučke BlauBrand, 50 ± 0,06 mL, A, Duran, Wertheim, Nemčija, 
– volumetrične bučke BlauBrand, 10 ± 0,04 mL, A, Duran, Wertheim, Nemčija, 
– 25 mL merilno pipeto, Intos, Zagreb, Hrvaška, 
– polnilno pipeto BlauBrand, 5 ± 0,02 mL, B, Duran, Wertheim, Nemčija, 
– mikropipeto Transferpette, 500-5000 μL ± 30 μL, Brand, Wertheim, Nemčija, 
– mikropipeto Transferpette, 100-1000 μL ± 6 μL, Brand, Wertheim, Nemčija, 
– žogico za pipetiranje, 
– tehtalne ladjice, 
– spatulo. 
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4 Rezultati in razprava 
 
Pred začetkom vrednotenja kakovosti epruvet za vakuumski odvzem krvi, smo s 
pregledom strokovne literature poskušali poiskati primerno metodo za določanje 
koncentracije citrata. Izbrana metoda, opisana v uvodu magistrskega dela, je temeljila 
na merjenju absorbance citronske kisline v kislem okolju. Metoda je bila validirana v 
skladu s smernicami International Conference on Harmonization [15], njeno ustreznost 
pa smo preverili tudi sami.  
 
Zaradi dejstva, da vsesani volumen vakuumiranih epruvet s časom pada, smo ustreznost 
metode preverili v koncentracijskem območju med 5 in 40 mmol/L. Linearna odvisnost 
metode (R
2
 = 0,9999) je bila dokazana v koncentracijskem območju med 0,5 in 
5,0 mmol/L, zato smo pripravljene raztopine ustrezno redčili. Redčenje enega 
volumskega dela pripravljenih vodnih raztopin je potekalo z devetimi volumskimi deli 
0,14 mol/L HCl. Z omenjeno redčitvijo smo koncentracije pripravljenih raztopin 
zmanjšali za desetkrat in obenem dosegli ustrezen pH (pH < 1) [3]. 
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4.1 Preverjanje ustreznosti metode za določanje koncentracije citrata 
 
Ustreznost metode za določanje koncentracije citrata smo preverili s pripravo dveh 
neodvisnih setov kalibracijskih raztopin v koncentracijskem območju med 0,5 mmol/L 
in 4,0 mmol/L, ki sta nam služila za izdelavo umeritvene premice in kombiniranih 
raztopin, katerih sestava je simulirala pogoje v epruvetah. Na podlagi posnetih UV 
spektrov kalibracijskih raztopin (glej sliki 4 in 5) in enačb obeh umeritvenih premic 
lahko potrdimo, da se trinatrijev citrat dihidrat pri danih pogojih (pH < 1) v celoti 
pretvori v citronsko kislino. 
 
 
 
Slika 4: UV spektri kalibracijskih raztopin citronske kisline (18.3.2019). 
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Slika 5: UV spektri kalibracijskih raztopin trinatrijevega citrata dihidrata (18.3.2019). 
 
Koncentracije pripravljenih kalibracijskih raztopin citronske kisline in trinatrijevega 
citrata dihidrata ter njihove izmerjene absorbance prikazuje tabela 8, absorbance 
pripravljenih kombiniranih raztopin citrata in citronske kisline pa tabela 9. Vrednosti so 
zaradi uporabe v nadaljnjih izračunih podane z večjim številom decimalnih mest. 
 
Tabela 8: Koncentracije pripravljenih kalibracijskih raztopin in njihove izmerjene 
absorbance (18.3.2019). 
citronska kislina trinatrijev citrat dihidrat 
c [mmol/L] absorbanca c [mmol/L] absorbanca 
0,5013 0,099698 0,5002 0,097543 
1,0005 0,205641 1,0020 0,198834 
2,0041 0,400903 1,9980 0,398083 
2,9931 0,597578 3,0031 0,600467 
3,9967 0,801870 3,9959 0,793328 
 
Tabela 9: Absorbance pripravljenih kombiniranih raztopin (18.3.2019). 
primarna koncentracija kombinirana raztopina absorbanca 
10 mmol/L 
citrat + 1/50 CK 0,202229 
citrat + 1/10 CK 0,208587 
citrat + 1/5 CK 0,199177 
30 mmol/L 
citrat + 1/50 CK 0,607454 
citrat + 1/10 CK 0,610122 
citrat + 1/5 CK 0,602079 
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4.1.1 Linearna regresijska analiza 
 
Izmerjene absorbance pripravljenih kalibracijskih raztopin in njihove pripadajoče 
koncentracije (glej tabelo 8) smo v računalniškem programu Microsoft Office Excel 
statistično ovrednotili. Z ustrezno statistično metodo (linearna regresijska analiza) smo 
potrdili linearno odvisnost uporabljene analizne metode v koncentracijskem območju 
med 0,5 mmol/L in 4,0 mmol/L [14, 16]. Primer izpisa rezultatov linearne regresijske 
analize v računalniškem programu Microsoft Office Excel prikazuje slika 6. 
 
 
 
Slika 6: Linearna regresijska analiza (citronska kislina). 
 
Informacije o naklonu obeh umeritvenih premic (smerni koeficient), njenih začetnih 
vrednostih (odsek na ordinatni osi) in pripadajočih intervalih zaupanja podaja tabela 10. 
 
Tabela 10: Linearna regresijska analiza (18.3.2019). 
 
ocena 
koeficienta 
standardna 
napaka 
spodnja meja 
95 % intervala 
zaupanja 
zgornja meja 
95 % intervala 
zaupanja 
 citronska kislina 
odsek na 
ordinatni osi 
0,001651635 0,002706371 - 0,006961244 0,010264514 
smerni 
koeficient 
0,199837421 0,001101189 0,196332947 0,203341895 
 trinatrijev citrat dihidrat 
odsek na 
ordinatni osi 
- 0,000940304 0,001915175 - 0,007035245 0,005154637 
smerni 
koeficient 
0,19934432 0,000778861 0,196865638 0,201823003 
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Zapišemo lahko enačbo umeritvene premice za citronsko kislino (3) in trinatrijev citrat 
dihidrat (4): 
 
                              (3) 
 
                             (4) 
 
Graf odvisnosti absorbance od koncentracije kalibracijskih raztopin citronske kisline 
prikazuje slika 7. Graf poleg merilnih točk in umeritvene premice prikazuje tudi 
spodnjo in zgornjo mejo 95 % intervala zaupanja. 
 
 
 
Slika 7: Umeritvena premica (citronska kislina) in 95 % interval zaupanja. 
 
Interval zaupanja (angl. »confidence interval«) je območje, omejeno z zgornjo in 
spodnjo mejo, v katerem se z dano verjetnostjo (npr. 95 %) nahaja umeritvena premica. 
Iz naklona umeritvene premice in njene začetne vrednosti lahko s pomočjo enačbe (3) 
oziroma enačbe (4) enostavno izračunamo koncentracije raztopin, ki ustrezajo izmerjeni 
absorbanci. Naklon umeritvene premice in njena začetna vrednost, ki ju uporabimo za 
izračun koncentracije, sta podvržena določeni merski napaki. S 95 % intervalom 
zaupanja potrdimo, da je umeritvena premica kljub omenjenim merskim napakam 
primerna za izračun koncentracije raztopin vzorcev. 95 % interval zaupanja za citronsko 
kislino smo izračunali s pomočjo enačbe (5) in vrednosti podali v tabeli 11. 
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kjer je   enak teoretični vrednosti absorbance, ki jo dobimo iz umeritvene premice,      
Studentovi t-porazdelitvi,    standardni napaki,   številu kalibracijskih točk in   
povprečni koncentracijski vrednosti kalibracijskih raztopin. Studentovo t-porazdelitev 
za dani interval zaupanja lahko poiščemo v statističnih tabelah ali izračunamo v 
programu Microsoft Office Excel z ukazom »TINV«: 
 
                      (6) 
 
kjer vrednost 0,05 predstavlja stopnjo tveganja (100 % – 95 % = 5 % = 0,05), vrednost 
3 pa število prostostnih stopenj (angl. degrees of freedom), ki jih izračunamo kot     
[13, 17, 18]. 
 
Tabela 11: 95 % interval zaupanja (citronska kislina). 
absorbanca 
(izračunana iz 
umeritvene premice) 
95 % interval 
zaupanja 
zgornja meja 
intervala zaupanja 
spodnja meja 
intervala zaupanja 
0,101830 0,007171 0,109001 0,094659 
0,201589 0,005907 0,207496 0,195682 
0,402146 0,004492 0,406638 0,397654 
0,599785 0,005466 0,605251 0,594319 
0,800342 0,008018 0,808360 0,792324 
 
95 % interval zaupanja za trinatrijev citrat dihidrat smo podobno kot v primeru 
citronske kisline izračunali s pomočjo enačbe (5) in vrednosti podali v tabeli 12. 
 
Tabela 12: 95 % interval zaupanja (trinatrijev citrat dihidrat). 
absorbanca 
(izračunana iz 
umeritvene premice) 
95 % interval 
zaupanja 
zgornja meja 
intervala zaupanja 
spodnja meja 
intervala zaupanja 
0,098772 0,005077 0,103849 0,093694 
0,198803 0,004179 0,202982 0,194624 
0,397350 0,003181 0,400531 0,394168 
0,597711 0,003882 0,601593 0,593829 
0,795620 0,005670 0,801289 0,789950 
 
Graf odvisnosti absorbance od koncentracije kalibracijskih raztopin trinatrijevega citrata 
dihidrata prikazuje slika 8. 
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Slika 8: Umeritvena premica (trinatrijev citrat dihidrat) in 95 % interval zaupanja. 
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4.1.2 Graf ostankov 
 
Ostanek (angl. residual) v linearni regresijski analizi predstavlja razliko med 
eksperimentalno (izmerjeno)   vrednostjo in teoretično   vrednostjo, ki jo izračunamo 
iz enačbe umeritvene premice. Iz grafa ostankov lahko ocenimo, kako dobro se 
umeritvena premica prilega eksperimentalnim podatkom in potrdimo njeno linearnost. 
Ostanki v idealnem grafu so simetrično razporejeni okrog ničle in imajo konstantno 
varianco (homoskedastičnost). Grafa ostankov kalibracijskih raztopin citronske kisline 
in kalibracijskih raztopin trinatrijevega citrata dihidrata prikazujeta sliki 9 in 10 [13, 
19]. 
 
 
 
Slika 9: Graf ostankov (citronska kislina). 
 
 
 
Slika 10: Graf ostankov (trinatrijev citrat dihidrat). 
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4.1.3 Prispevki k merilni negotovosti 
 
Glavni cilj magistrskega dela je bila določitev koncentracije citrata v epruvetah za 
vakuumski odvzem krvi. V želji po določitvi pravih vrednosti koncentracije vzorcev 
smo določili temeljne prispevke k merilni negotovosti   (angl. uncertainty) izvedenih 
eksperimentov in jih ustrezno ovrednotili. Pridobljeni rezultati so namreč le približek 
pravi (dejanski) vrednosti in so tako podvrženi določeni merilni negotovosti. 
Razlikujemo med standardno negotovostjo      in relativno standardno negotovostjo 
      , kjer   predstavlja vrednost merjene količine. Pri računanju standardne 
negotovosti pogosto poznamo le zgornjo in spodnjo mejo merilne negotovosti   (npr. ± 
0,01 mL), oziroma razliko med njima   . Razlikujemo med pravokotno, trikotno in 
normalno verjetnostno porazdelitvijo znotraj meja. Standardno negotovost pravokotne 
(7) in trikotne (8) porazdelitve verjetnosti izračunamo s pomočjo enačb: 
 
       
 
  
   (7) 
 
       
 
  
   (8) 
 
Podrobnejša razlaga in izpeljava enačb (7) in (8) je na voljo v priročniku za vrednotenje 
merilne negotovosti Quantifying Uncertainty in Analytical Measurement [13]. 
 
Temeljni prispevki, ki so prispevali k merilni negotovosti izvedenih eksperimentov, so 
čistost kemikalij, negotovost tehtanja, negotovost odmerjanja volumna v volumetrični 
steklenici, negotovost odmerjanja volumna s pipeto in negotovost interpolacije 
koncentracije iz umeritvene premice [13, 19, 20, 21]. 
 
Čistost kemikalij 
Podatke o čistostih uporabljenih kemikalij (glej tabelo 13) smo pridobili na spletnih 
straneh proizvajalca Sigma-Aldrich. Čistost kemikalij je bila določena s plinsko 
kromatografijo in podana brez podatka o merilni negotovosti, zato smo prispevka 
čistosti kemikalij k merilni negotovosti izračunali s pomočjo podatkov o specifikaciji. 
Podatka o specifikaciji sta bila podana na embalaži posamezne kemikalije, rezultat v 
spodnji tabeli pa predstavlja dejansko vsebnost kemikalije na podlagi njene Lot številke. 
 
Tabela 13: Čistost uporabljenih kemikalij. 
 specifikacija rezultat 
čistost (citronska kislina) ≥ 98,5 % 99,8 % 
čistost (trinatrijev citrat dihidrat) ≥ 98 % 100 % 
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Čistost trinatrijevega citrata dihidrata je bila po specifikaciji proizvajalca večja ali enaka 
98 %. Zapišemo lahko: 
 
                                             (9) 
 
kjer vrednost 0,99 predstavlja sredino območja med 98 % in 100 %, vrednost 0,01 pa 
zgornjo oziroma spodnjo mejo merilne negotovosti. Prispevek čistosti kemikalij k 
merilni negotovosti podaja tabela 14, kjer   predstavlja čistost oziroma delež 
kemikalije. Standardno negotovost za trinatrijev citrat dihidrat lahko izračunamo po 
enačbi: 
 
 
      
    
  
            (10) 
  
Tabela 14: Prispevek čistosti kemikalij k merilni negotovosti. 
               
citronska 
kislina 
0,998 0,004330 0,004339 
trinatrijev citrat 
dihidrat 
1,00 0,005774 0,005774 
 
Negotovost tehtanja 
Negotovosti tehtanja so odvisne predvsem od velikosti natehte in odčitka na tehtnici. 
Maksimalna dovoljena obremenitev uporabljene analizne tehtnice ALS 220-4N je po 
podatkih proizvajalca 220 g. Odčitavanje mas je natančno na 0,1 mg. Prispevke tehtanja 
k merilni negotovosti podaja tabela 15, kjer      predstavlja odčitek na tehtnici. 
 
Tabela 15: Negotovosti tehtanja. 
zmesna raztopina 
  (trinatrijev citrat 
dihidrat) [mg] 
     [mg]        
citrat + 1/50 CK (10 mmol/L) 288,4 0,1 0,000347 
citrat + 1/10 CK (10 mmol/L) 264,5 0,1 0,000378 
citrat + 1/5 CK (10mmol/L) 234,9 0,1 0,000426 
citrat + 1/50 CK (30 mmol/L) 431,5 0,1 0,000232 
citrat + 1/10 CK (30 mmol/L) 396,2 0,1 0,000252 
citrat + 1/5 CK (30 mmol/L) 352,6 0,1 0,000284 
citronska kislina 
(200 mmol/L) 
1925 mg 0,1 0,000052 
 
Negotovost odmerjanja volumna v volumetrični steklenici 
Merilna negotovost odmerjanja volumna v volumetrični streklenici je odvisna od 
kakovostnega razreda uporabljenega pribora (kalibracijski prispevek), ponovljivosti 
odmerjanja volumna in variabilnosti temperature v laboratoriju. Spodnji izračun 
prikazuje primer računanja negotovosti odmerjanja volumna za 50 mL volumetrično 
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bučko. Volumen uporabljenih 50 mL volumetričnih bučk BlauBrand je po podatkih 
proizvajalca pri temperaturi 20 °C enak 50 ± 0,06 mL. Kalibracijski prispevek k 
standardni merilni negotovosti izračunamo po enačbi: 
 
       
  
            (11) 
 
Ponovljivost odmerjanja volumna smo preverili z eksperimentom, pri katerem smo 
starirano volumetrično bučko petkrat napolnili do oznake volumna z Milli-Q vodo, 
odčitali maso tekočine in izračunali njen volumen (glej tabelo 16). V izračunih smo za 
gostoto vode uporabili vrednost 0,9975 g/cm
3
, ki predstavlja gostoto vode pri 
temperaturi 23 °C in tlaku 1 atm (101,3 kPa). Prispevek ponovljivosti odmerjanja 
volumna v volumetrični steklenici je enak standardnemu odmiku meritev. 
 
Tabela 16: Ponovljivost odmerjanja volumna v volumetrični steklenici. 
meritev 
       
[g] 
       
[mL] 
      
[g] 
      
[mL] 
      
[g] 
      
[mL] 
1 99,646 99,896 49,808 49,933 9,969 9,994 
2 99,653 99,903 49,783 49,908 9,971 9,996 
3 99,602 99,852 49,793 49,918 9,978 10,003 
4 99,675 99,925 49,785 49,910 9,975 10,000 
5 99,704 99,954 49,807 49,932 9,976 10,001 
standardni 
odmik 
/ 0,0378 / 0,0119 / 0,0037 
 
Izračun temperaturnega prispevka k merilni negotovosti odmerjanja volumna v 
volumetrični steklenici je nekoliko bolj zapleten. Temperaturni prispevek za 50 mL 
volumetrično bučko lahko izračunamo s pomočjo enačbe: 
 
 
                 
  
            (12) 
 
kjer faktor 3 predstavlja razliko med kalibracijsko temperaturo pipete (20 °C) in 
temperaturo v laboratoriju v času izvajanja meritev (23 °C), vrednost 2,1 × 10-4 pa 
volumski razteznostni koeficient vode. Temperaturni prispevek se je tekom izvajanja 
analiz nekoliko spreminjal – temperatura v laboratorijih fakultete se je v času 
vrednotenja epruvet gibala med 20 °C in 23 °C. Celotni prispevek odmerjanja volumna 
v volumetrični steklenici k merilni negotovosti izračunamo tako, da posamezne 
prispevke združimo med seboj: 
 
 
                                                (13) 
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                                              (14) 
 
                                              (15) 
 
Relativne standardne negotovosti izračunamo tako, da standardne negotovosti delimo z 
ustreznim volumnom: 
 
 
         
      
 
        
     
            (16) 
 
 
        
     
 
        
    
            (17) 
 
 
        
     
 
        
    
            (18) 
 
Negotovost odmerjanja volumna s pipeto 
Merilno negotovost odmerjanja volumna s pipeto izračunamo podobno kot negotovost 
odmerjanja volumna v volumetrični steklenici. Pri delu smo uporabljali mikropipeto 
Transferpette z volumnom 100-1000 μL ± 6 μL. Kalibracijski prispevek izračunamo 
kot: 
 
 
    
  
                       (19) 
 
Ponovljivost odmerjanja volumna in temperaturne prispevke k negotovosti smo določili 
za vsak dodani volumen. Eksperiment, s katerim smo preverili ponovljivost odmerjanja 
volumna, smo izvedli tako, da smo mikropipeto pri danem volumnu petkrat ustrezno 
napolnili z Milli-Q vodo, tekočino izpraznili v starirano čašo in si zabeležili spremembo 
mase. Nadaljnji postopki računanja so podobni računanju ponovljivosti odmerjanja 
volumna v volumetrični steklenici. Temperaturne prispevke smo izračunali s pomočjo 
enačbe (12). Posamezni prispevki k negotovosti odmerjanja volumna s pipeto so podani 
v tabeli 17. 
 
Tabela 17: Negotovost odmerjanja volumna s pipeto. 
   [μL] 
kalibracijski 
prispevek [mL] 
ponovljivost 
odmerjanja 
volumna [mL] 
temperaturni 
prispevek [mL] 
100 0,002449 0,000733 0,000036 
150 0,002449 0,000849 0,000054 
500 0,002449 0,000546 0,000182 
750 0,002449 0,000632 0,000273 
1000 0,002449 0,000825 0,000364 
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Standardne negotovosti in relativne standardne negotovosti odmerjanja volumna s 
pipeto prikazuje tabela 18. Volumen 1500 μL smo dodali v dveh delih in sicer kot 
1000 μL + 500 μL. Standardno negotovost smo izračunali po pravilih za operacije 
seštevanja in odštevanja: 
 
     
              
        
 
      
       
 
 . (20) 
 
Tabela 18: Standardne negotovosti in relativne standardne negotovosti odmerjanja 
volumna s pipeto. 
   [μL]       [mL]          
100 0,002557 0,025571 
150 0,002593 0,017288 
500 0,002516 0,005033 
750 0,002544 0,003392 
1000 0,002610 0,002610 
1500 0,003626 0,002417 
 
Negotovost interpolacije koncentracije iz umeritvene premice 
Negotovost interpolacije koncentracije iz umeritvene premice     smo izračunali s 
pomočjo enačbe: 
 
      
    
 
  
 
 
 
 
 
 
       
          
 
   
   (21) 
 
kjer   predstavlja naklon umeritvene premice,   število ponovitev posamezne meritve, 
  število merilnih (kalibracijskih) točk,    odziv kombinirane raztopine s koncentracijo 
  ,   povprečni odziv kalibracijskih raztopin,    individualno vrednost koncentracije 
kalibracijske raztopine in   povprečno koncentracijo kalibracijskih raztopin. Člen      
predstavlja standardni odmik navpičnega odmika s pomočjo katerega lahko ocenimo 
velikost naključnih napak v  -smeri: 
 
        
        
   
    
              
   
   (22) 
 
kjer je     individualni odziv kalibracijske raztopine,   odziv kalibracijske raztopine, 
izračunan iz umeritvene premice, in   začetna vrednost umeritvene premice (odsek na 
ordinatni osi). Koncentracije pripravljenih kombiniranih raztopin, ki smo jih izračunali 
iz enačb obeh umeritvenih premic in njihove merilne negotovosti, ki jih prinaša 
interpolacija koncentracije iz umeritvene premice, podaja tabela 19. 
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Tabela 19: Koncentracije pripravljenih kombiniranih raztopin   , izračunane iz 
umeritvene premice in njihove merilne negotovosti. 
 
umeritvena premica 
(citronska kislina) 
umeritvena premica 
(trinatrijev citrat dihidrat) 
kombinirana 
raztopina 
   [mmol/L]     [mmol/L]    [mmol/L]     [mmol/L] 
citrat + 1/50 CK 
(10 mmol/L) 
1,0037 0,018278 1,0192 0,012953 
citrat + 1/10 CK 
(10 mmol/L) 
1,0355 0,018221 1,0511 0,012913 
citrat + 1/5 CK 
(10 mmol/L) 
0,9884 0,018306 1,0039 0,012972 
citrat + 1/50 CK 
(30 mmol/L) 
3,0315 0,018002 3,0520 0,012798 
citrat + 1/10 CK 
(30 mmol/L) 
3,0448 0,018023 3,0654 0,012813 
citrat + 1/5 CK 
(30 mmol/L) 
3,0046 0,017960 3,0250 0,012768 
 
 
4.1.4 Združena merilna negotovost 
 
Zapišemo lahko definicijsko enačbo priprave kombiniranih raztopin: 
 
 
  
  
                   
         
   
           
        
            
  
 
    
     
   
(23) 
 
kjer   predstavlja skupno koncentracijo redčene kombinirane raztopine v mmol/L,   
natehto kemikalije,   čistost kemikalije,   molekulsko maso kemikalije,   
   volumen 
osnovne raztopine citronske kisline (200 mmol/L),    volumen 200 mmol/L citronske 
kisline dodan z mikropipeto,    volumen osnovne kombinirane raztopine,      
volumen, odmerjen z mikropipeto pri redčenju, in       volumen redčene kombinirane 
raztopine. S pomočjo definicijske enačbe lahko izračunamo teoretične koncentracije 
kombiniranih raztopin, njihove združene merilne negotovosti pa dobimo z združitvijo 
posameznih prispevkov. Zaradi kompleksnosti enačbe smo postopek računanja 
združene merilne negotovosti opisali v korakih. Začnimo s spodnjima členoma, 
označimo ju lahko kot         in    : 
 
 
                   
         
           (24) 
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            (25) 
 
Negotovosti            in        izračunamo po pravilih za operacije množenja in 
deljenja: 
 
 
                    
          
       
 
 
  
          
       
 
 
   (26) 
 
             
      
   
 
 
  
      
   
 
 
  
    
   
  
   
 
  
     
  
 
 
   (27) 
 
Z upoštevanjem enačbe: 
 
                       (28) 
 
lahko merilni negotovosti            in        združimo, kot to velja za operacije 
seštevanja in odštevanja: 
 
                         
 
         
 
   (29) 
 
Definicijsko enačbo (23) lahko sedaj zapišemo v nekoliko poenostavljeni obliki: 
 
   
            
  
 
    
     
 (30) 
 
in izračunamo združeno merilno negotovost    [13, 19, 20]: 
 
       
          
       
 
 
  
     
  
 
 
  
       
    
 
 
  
        
     
 
 
   (31) 
 
Teoretične koncentracije pripravljenih kombiniranih raztopin, ki smo jih izračunali iz 
definicijske enačbe, in njihove merilne negotovosti podaja tabela 20. 
 
 
 
 
 
30 
 
Tabela 20: Teoretične koncentracije pripravljenih kombiniranih raztopin in njihove 
merilne negotovosti. 
kombinirana 
raztopina 
  [mmol/L]    [mmol/L]      
citrat + 1/50 CK 
(10 mmol/L) 
1,0006 0,006568 0,006564 
citrat + 1/10 CK 
(10 mmol/L) 
0,9993 0,006181 0,006185 
citrat + 1/5 CK 
(10 mmol/L) 
0,9987 0,005752 0,005760 
citrat + 1/50 CK 
(30 mmol/L) 
2,9944 0,019491 0,006509 
citrat + 1/10 CK 
(30 mmol/L) 
2,9943 0,018343 0,006126 
citrat + 1/5 CK 
(30 mmol/L) 
2,9978 0,017106 0,005706 
 
 
4.1.5 Razširjene negotovosti 
 
Izračunane negotovosti iz tabel 19 in 20 smo razširili s faktorjem pokritja 2 (95 % 
interval zaupanja) in jih skupaj s koncentracijami kombiniranih raztopin podali v tabeli 
21. 
 
Tabela 21: Primerjava merilnih negotovosti. 
kombinirana 
raztopina 
interpolacija iz 
umeritvene premice 
(citronska kislina) 
interpolacija iz 
umeritvene premice 
(trinatrijev citrat 
dihidrat) 
pripravljene 
raztopine 
citrat + 1/50 CK 
(1 mmol/L) 
1,004 ± 0,037 1,019 ± 0,026 1,001 ± 0,013 
citrat + 1/10 CK 
(1 mmol/L) 
1,036 ± 0,036 1,051 ± 0,026 0,999 ± 0,012 
citrat + 1/5 CK 
(1 mmol/L) 
0,988 ± 0,037 1,004 ± 0,026 0,999 ± 0,012 
citrat + 1/50 CK 
(3 mmol/L) 
3,031 ± 0,036 3,052 ± 0,026 2,994 ± 0,039 
citrat + 1/10 CK 
(3 mmol/L) 
3,045 ± 0,036 3,065 ± 0,026 2,994 ± 0,037 
citrat + 1/5 CK 
(3 mmol/L) 
3,005 ± 0,036 3,025 ± 0,026 2,998 ± 0,034 
 
Ker nas je zanimala koncentracija antikoagulanta v epruvetah, je bila za končno oceno 
uporabnosti metode pomembna določitev koncentracije in njena negotovost. Skupno 
merilno negotovost smo dobili z združitvijo negotovosti interpolacije koncentracije iz 
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umeritvene premice in negotovostjo redčenja (1 mL/10 mL). Negotovosti obeh 
volumnov združimo, kot to velja za operacije množenja oziroma deljenja: 
 
   
     
       
    
 
 
  
        
     
 
 
   (32) 
 
Dobljeno negotovost po pravilih za operacije seštevanja in odštevanja združimo z 
negotovostjo interpolacije: 
 
               
    (33) 
 
Združeno merilno negotovost    smo razširili s faktorjem pokritja 2 (95 % interval 
zaupanja) in rezultate podali v tabeli 22. Tabela podaja končne merilne negotovosti, 
razširjene s faktorjem pokritja 2, ki bi veljale za epruvete v koncentracijskem območju 
med 10 mmol/L in 30 mmol/L. Stolpca »umeritvena premica (citronska kislina)« in 
»umeritvena premica (trinatrijev citrat dihidrat)« se nanašata na umeritveno krivuljo, iz 
katere smo izračunali negotovost interpolacije [13, 19, 20]. 
 
Tabela 22: Merilne negotovosti, razširjene s faktorjem pokritja 2, kot bi veljale za 
epruvete. 
  [mmol/L] 
teoretična 
absorbanca 
umeritvena premica 
(citronska kislina) 
umeritvena premica 
(trinatrijev citrat 
dihidrat) 
1,0 0,2 0,037 0,027 
1,5 0,3 0,036 0,027 
2,0 0,4 0,037 0,027 
2,5 0,5 0,038 0,029 
3,0 0,6 0,040 0,032 
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4.2 Vrednotenje epruvet 
 
Rezultati v nadaljevanju podajajo vpogled v kakovost in ustreznost koagulacijskih 
epruvet za vakuumski odvzem krvi, dostopnih na slovenskem trgu. Primernost 
vakuumiranih epruvet v času roka njihove uporabnosti smo preverjali z dvema 
parametroma in sicer z določanjem vsesanega volumna epruvet in določanjem 
koncentracije citrata (antikoagulanta) v njih. Določili smo tudi izkoristek analizne 
metode in z dodatkom nazivnega (teoretičnega) volumna vode določili dejanske 
koncentracije antikoagulantov v vakuumiranih epruvetah. 
 
 
4.2.1 Določanje vsesanega volumna vakuumiranih epruvet 
 
Rezultati, ki smo jih pridobili z določanjem vsesanega volumna vakuumiranih epruvet, 
nam niso omogočali neposrednega vpogleda v njihovo kakovost. Laboratorijski pogoji 
(temperatura in tlak) v času izvajanja meritev so se namreč razlikovali od standardnih 
pogojev (  = 20 °C in   = 101,3 kPa), ki jih predpisujejo smernice za vrednotenje 
vsesanega volumna vakuumiranih epruvet. Korekcija vsesanega volumna je temeljila na 
enačbi [11]: 
 
 
                         
              
              
                        (34) 
 
kjer           predstavlja notranji volumen epruvete v mL,       eksperimentalni 
(dejanski) tlak v času izvajanja meritev v hPa,       eksperimentalno (dejansko) 
temperaturo v času izvajanja meritev v kelvinih in          eksperimentalno določeni 
vsesani volumen epruvete v mL.                predstavlja korigirani vsesani volumen 
epruvete v mL, ki bi ga pričakovali pri standardnih pogojih z upoštevanjem dejanskih 
eksperimentalnih pogojev. Notranji volumen epruvete           v enačbi (34) smo 
določili kot razliko v masi epruvete, ki je bila v celoti napolnjena z Milli-Q vodo, in 
masi prazne (suhe) epruvete: 
 
           
              
     
   (35) 
 
Gostoto vode       pri eksperimentalni (dejanski) temperaturi       smo izračunali s 
pomočjo Tilton-Taylor enačbe: 
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                 (36) 
 
Notranji volumni vakuumiranih epruvet, ki predstavljajo povprečje desetih meritev, so 
podani v tabeli 23 [1, 11, 12]. 
 
Tabela 23: Notranji volumni vakuumiranih epruvet. 
oznaka epruvete 
notranji volumen epruvete 
[mL] 
standardni odmik 
notranjega volumna 
epruvete [mL] 
A_2-0_NR 4,157 0,04163 
A_2-0 4,130 0,01809 
B_1-8 5,096 0,04649 
B_3-6 5,114 0,02143 
C_1-8 2,778 0,01395 
C_2-7 3,844 0,01646 
C_4-5_105 5,920 0,04542 
C_4-5_129 5,938 0,05156 
 
Korigirani vsesani volumni vakuumiranih epruvet (povprečje desetih meritev) so 
prikazani na slikah (grafih) 11 – 18. Intervali napak (angl. error bars) predstavljajo 
standardni odmik korigiranega vsesanega volumna, črtkani črti pa ± 10 % vrednosti 
teoretičnega vsesanega volumna. Korigirani vsesani volumen epruvet B_1-8 je v času 
vrednotenja epruvet naraščal, kar pripisujemo postopnemu zmanjševanju volumna 
raztopine antikoagulanta v epruvetah. Ob zadnjem vrednotenju epruvet, dne 9.6.2020, v 
epruvetah B_1-8 ni bilo vidne raztopine antikoagulanta. Na stenah epruvet so bili 
opazni manjši kristali soli. 
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Slika 11: Korigirani vsesani volumen epruvet A_2-0_NR. 
 
 
 
Slika 12: Korigirani vsesani volumen epruvet A_2-0. 
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število dni do izteka roka uporabnosti 
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Slika 13: Korigirani vsesani volumen epruvet B_1-8. 
 
 
 
Slika 14: Korigirani vsesani volumen epruvet B_3-6. 
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Slika 15: Korigirani vsesani volumen epruvet C_1-8. 
 
 
 
Slika 16: Korigirani vsesani volumen epruvet C_2-7. 
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Slika 17: Korigirani vsesani volumen epruvet C_4-5_105. 
 
 
 
Slika 18: Korigirani vsesani volumen epruvet C_4-5_129. 
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4.2.2 Izkoristek 
 
Izkoristki, izračunani na osnovi dodatka znane količine analita (glej enačbo (2)), so 
podani v tabeli 24. Na podlagi rezultatov lahko potrdimo, da je uporabljena analizna 
metoda za določanje koncentracije citrata točna (izkoristki v območju 100 ± 5 %). 
 
Tabela 24: Izkoristki (angl. recovery). 
oznaka epruvete izkoristek [%] 
A_2-0_NR 101,9 
A_2-0 101,8 
B_1-8 100,4 
B_3-6 101,0 
C_1-8 99,7 
C_2-7 101,2 
C_4-5_105 103,8 
C_4-5_129 103,7 
 
 
4.2.3 Določanje koncentracije antikoagulanta z dodatkom nazivnega volumna 
vode 
 
Dejanske koncentracije antikoagulantov v epruvetah za vakuumski odvzem krvi smo 
določili z dodatkom nazivnega volumna vode in rezultate podali v tabeli 25. Tabela 
podaja nazivne koncentracije antikoagulantov, določene koncentracije antikoagulantov 
(povprečje desetih meritev) in njihove standardne odmike ter relativno razliko med 
nazivno in določeno koncentracijo. 
 
Tabela 25: Koncentracije antikoagulantov, določene z dodatkom nazivnega volumna 
vode. 
oznaka 
epruvete 
nazivna 
koncentracija 
[mmol/L] 
določena 
koncentracija 
[mmol/L] 
standardni 
odmik 
relativna 
razlika med 
nazivno in 
določeno 
koncentracijo 
[%] 
A_2-0_NR 109 129,6 5,36 17,3 
A_2-0 109 126,5 4,72 14,8 
B_1-8 109 130,6 2,16 18,1 
B_3-6 129 133,7 1,63 3,6 
C_1-8 109 121,3 2,14 10,7 
C_2-7 109 111,2 1,30 2,0 
C_4-5_105 105 105,8 1,64 0,8 
C_4-5_129 129 134,9 2,05 4,5 
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Določene koncentracije antikoagulantov v epruvetah A_2-0_NR, A_2-0, B_1-8 in   
C_1-8 močno presegajo nazivne vrednosti, ki jih podajajo proizvajalci vakuumiranih 
epruvet. Opazimo lahko, da gre izključno za epruvete z majhnim nazivnim volumnom. 
Relativne razlike med nazivnimi in določenimi koncentracijami antikoagulantov v 
epruvetah  B_3-6, C_2-7, C_4-5_105 in C_4-5_129 so nekoliko manjše (< 5 %). 
 
Posneti UV spektri za posamezne vrste epruvet, ki predstavljajo povprečje desetih 
meritev po dodatku nazivnega volumna vode, so prikazani na slikah 19 in 20. Zaradi 
preglednosti spektri ne prikazujejo merilnih točk. Dvigovanje bazne linije epruvet   
C_1-8 v območju med 250 in 280 nm pripisujemo aditivom v raztopini antikoagulanta. 
 
 
 
Slika 19: UV spektri epruvet (190 – 500 nm). 
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Slika 20: UV spektri epruvet (190 – 280 nm). 
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4.2.4 Določanje koncentracije antikoagulanta 
 
Ker nas je zanimala dejanska koncentracija antikoagulanta v vakuumiranh epruvetah, ki 
bi veljala za epruvete, uporabljene pri koagulacijskih preiskavah smo koncentracije 
antikoagulantov po vsesanem volumnu vode določali v celotnem roku uporabnosti 
epruvet. Koncentracije antikoagulantov v epruvetah      po vsesanem volumnu in 
redčenju smo izračunali iz enačbe umeritvene premice in podobno kot v primeru 
vsesanega volumna epruvet izvedli korekcijo rezultatov. Rezultati po korekciji        
predstavljajo koncentracijo antikoagulanta v epruveti po vsesanem volumnu, ki bi jo 
pričakovali pri standardnih pogojih. Korekcija je temeljila na enačbi: 
 
 
       
               
                  
   (37) 
 
kjer vrednost deset predstavlja faktor redčenja (1 mL / 10 mL),         skupni volumen 
raztopine v epruveti pred korekcijo vsesanega volumna in                    skupni 
volumen raztopine v epruveti po korekciji vsesanega volumna: 
 
                                   (38) 
 
                                                    (39) 
 
               predstavlja teoretični volumen raztopine antikoagulanta v vakuumiranih 
epruvetah, ki ga lahko izračunamo s pomočjo podatka o teoretičnem vsesanem volumnu 
epruvete                     in mešalnem razmerju med raztopino antikoagulanta in krvjo. 
Za epruvete z mešalnim razmerjem 1 : 9 lahko zapišemo: 
 
 
               
                   
 
   (40) 
 
Tako korigirane koncentracije antikoagulantov v epruvetah, ki predstavljajo povprečje 
desetih meritev, prikazujejo slike (grafi) 21 – 28. Omenimo tudi, da je zgornji izračun le 
predpostavka, ki v realnosti ni nujno izpolnjena. Črtkane črte na slikah (grafih) 21 – 28 
predstavljajo polinomske funkcije, ki v grobem opisujejo spreminjanje koncentracije 
antikoagulantov v času roka uporabnosti vakuumiranih epruvet. Polinomske funkcije 
služijo le kot nekakšno optično vodilo, saj ne moremo zagotovo trditi, da funkcije 
opisujejo realno spreminjanje koncentracije antikoagulantov s časom. 
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Slika 21: Korigirana koncentracija antikoagulanta epruvet A_2-0_NR. 
 
 
 
Slika 22: Korigirana koncentracija antikoagulanta epruvet A_2-0. 
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število dni do izteka roka uporabnosti 
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Slika 23: Korigirana koncentracija antikoagulanta epruvet B_1-8. 
 
 
 
Slika 24: Korigirana koncentracija antikoagulanta epruvet B_3-6. 
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Slika 25: Korigirana koncentracija antikoagulanta epruvet C_1-8. 
 
 
 
Slika 26: Korigirana koncentracija antikoagulanta epruvet C_2-7. 
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Slika 27: Korigirana koncentracija antikoagulanta epruvet C_4-5_105. 
 
 
 
Slika 28: Korigirana koncentracija antikoagulanta epruvet C_4-5_129. 
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5 Sklep 
 
Magistrsko delo podaja vpogled v kakovost koagulacijskih epruvet za vakuumski 
odvzem krvi v času roka njihove uporabnosti. Ustreznost vakuumiranih epruvet smo 
preverjali z dvema parametroma in sicer z določanjem vsesanega volumna epruvet in 
določanjem koncentracije citrata (antikoagulanta) v njih. Pred začetkom vrednotenja 
epruvet smo optimirali pogoje za določanje koncentracije citrata v vakuumiranih 
epruvetah in potrdili ustreznost analizne metode. 
 
Analizna metoda za določanje koncentracije citrata, prevzeta po delu Convenient UV-
spectrophotometric determination of citrates in aqueous solutions with applications in 
the pharmaceutical analysis of oral electrolyte formulations [3] je temeljila na merjenju 
absorbance citronske kisline v kislem okolju. Z dodatkom klorovodikove kisline in 
nakisanjem raztopin smo se izognili kompleksni analizi različnih oblik citrata. 
Linearnost metode je bila dokazana v koncentracijskem območju med 0,5 mmol/L in 
4,0 mmol/L, kar smo z lastnimi eksperimenti tudi potrdili. Koncentracije 
antikoagulantov v vakuumiranih epruvetah smo lahko zaradi linearnosti metode v 
nadaljevanju določali s pomočjo umeritvene premice. Vsi rezultati, pridobljeni z 
omenjeno analizno metodo, so bili podvrženi določeni merilni negotovosti, zato smo 
določili temeljne prispevke k merilni negotovosti izvedenih eksperimentov. Na podlagi 
temeljnih prispevkov smo izračunali združeno merilno negotovost, ki smo jo razširili s 
faktorjem pokritja 2 in s tem podali interval, v katerem se s 95 % stopnjo zaupanja 
nahajajo naši rezultati. 
 
Po končani optimizaciji metode za določanje koncentracije citrata smo po delu 
Evacuated blood-collection tubes for haematological tests – a quality evaluation prior 
to their intended use for specimen collection [11] prevzeli postopek določanja 
vsesanega volumna epruvet, ki je sorazmeren volumnu vsesane krvi in tako neposredno 
vpliva na zanesljivost koagulacijskih preiskav. Vsesani volumen ovrednotenih epruvet 
je v času roka trajanja njihove uporabnosti ustrezal specifikacijam, podanim v NCCLS 
dokumentu H1-A5 Tubes and Additives for Venous Blood Specimen Collection; 
Approved Standard – Fifth Edition [1] in ni presegel ± 10 % predpisane vrednosti. Po 
pričakovanjih je vsesani volumen vakuumiranih epruvet tekom njihovega roka 
uporabnosti postopno padal, kar pripisujemo zmanjševanju podtlaka v epruvetah. 
 
Sočasno z vrednotenjem vsesanega volumna vakuumiranih epruvet smo določali tudi 
koncentracije antikoagulantov v njih. V skladu s pričakovanji smo ob padcu vsesanega 
volumna epruvet opazili naraščanje koncentracije antikoagulanta. Dejanske 
koncentracije antikoagulantov v epruvetah za vakuumski odvzem krvi smo določili z 
dodatkom nazivnega volumna vode. Epruvete B_3-6, C_2-7, C_4-5_105 in C_4-5_129 
so se pri tem načinu določanja koncentracije izkazale kot najbližje opredelitvam 
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proizvajalcev. Relativna razlika med nazivno in določeno koncentracijo je bila manjša 
oziroma enaka petim procentom. 
 
Rezultati so nas nekoliko presenetili, saj so določene koncentracije antikoagulantov 
močno presegle predpisane vrednosti (tudi do 20 %), kar pa je skladno z ugotovitvami v 
diplomskem delu Določevanje sestave citratnega pufra v epruvetah za koagulacijske 
preiskave [21], kjer so povprečne vrednosti koncentracije antikoagulanta pri določenih 
epruvetah presegale pričakovano vrednost za 14 %. 
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